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AB : Ácidos biliares.  
AC : Ácido cólico. 
AD : Ácido deoxicólico. 
AL : Ácido litocólico. 
AMPc : Adenosin monofosfato cíclico. 
AQ : Ácido quenodeoxicólico. 
AO : Ácido oleanólico. 
BHIS : Infusión de cerebro y corazón suplementado. 
C. difficile : Clostridium difficile. 
CEP : Colangitis esclerosante primaria. 
CFTR : Regulador de conductancia de transmembrana en fibrosis quística. 
UFC : Unidad formadora de colonia. 
CPD : Actividad cisteína proteasa. 
CT : Ciclos umbrales. 
CU : Colitis ulcerosa. 
DSS : Dextrano sulfato sódico. 
EDTA : Etilendiaminotetraacético. 
EII : Enfermedad inflamatoria intestinal. 
Glc : Glucosiltransferasa. 
GPBAR-1 : Receptor de ácidos biliares acoplado a proteína G. 
H&E : Hematoxilina-Eosina. 
HCl : Cloruro de hidrógeno. 
IAAS : Infecciones asociadas a la atención de salud. 
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ICD : Infección causada por Clostridium difficile. 
IFNγ : Interferón gamma. 
IL-1 : Interleuquina 1. 
IL-6 : Interleuquina 6. 
IL-10 : Interleuquina 10. 
IP : Intraperitoneal. 
ISP : Instituo de salud pública.  
N : Número de muestra. 
NaCl : Cloruro de sodio. 
NF-κB : Cadenas ligeras kappa de la célula B.  
O/N : Toda la noche (12h-16h). 
OG : Oro-gástrica. 
P : P-value. 
Paloc : Isla de patogenicidad. 
PCR : Reacción en cadena de la polimerasa. 
PPAR-δ : Proliferadores de peroxisomas delta. 
PVRL3 : Receptor poliovirus tipo 3. 
qRT-PCR : PCR en tiempo real. 
Ratones KO : Ratones mutantes para Gpbar-1. 
Ratones WT : Ratones silvestres. 
SDS : Dodecilsulfato sódico. 
SEM : Error estándar de la muestra. 
Taq  : Polimerasa. 
TcdA : Toxina A de C. difficile. 
TcdB : Toxina B de C. difficile. 
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TcdC : Regulador transcripcional negativo de las toxinas. 
TcdR : Regulador transcripcional positivo de las toxinas. 
TcdE : Proteínas estructuralmente similares a las holinas de los fagos. 
TGR5 : Receptor de ácidos biliares acoplado a proteína G, GPBAR-1. 
TNBS : Trinitrobenceno sulfonato. 
TNFα : Factor de necrosis tumoral alpha. 
Tris :  Tris(hidroximetil)aminometano. 






Clostridium difficile es un bacilo Gram positivo, anaerobio estricto y formador de endoesporas, 
que a su vez son el morfotipo de persistencia, transmisión e infección. La infección causada por C. 
difficile (ICD) corresponde al 30% de las colitis asociadas a antibióticos en centros asistenciales de 
salud y tiene una tasa de mortalidad global que alcanza un 5%. El daño se produce principalmente 
por las toxinas TcdA y TcdB de C. difficile que actúan sobre las proteínas de las uniones estrechas 
del epitelio colónico formando poros, lo que se traduce en la disrupción de la barrera epitelial y la 
activación de la respuesta inmune del hospedero. Las manifestaciones clínicas pueden variar desde 
leves con síntomas como una diarrea acuosa, a moderadas y graves, presentando colitis 
pseudomembranosa o megacolon tóxico, respectivamente. Hasta el momento, la terapia más 
utilizada y efectiva es la administración de vancomicina y metronidazol, sin embargo aún no existe 
una terapia que tenga una eficiencia total. Atendido lo anterior, se hace necesario buscar nuevos 
objetivos terapéuticos para atenuar los daños causados durante la ICD. 
Por otro lado, GPBAR-1 es un receptor que posee acción anti-inflamatoria y que modula la 
integridad de la barrera epitelial intestinal en colitis química en modelo murino y, se ha descrito 
que el uso de ácido oleanólico (AO), agonista del receptor, disminuye los niveles de inflamación y 
daño clínico. Se hipotetiza con esto que GPBAR-1 disminuye la gravedad en una colitis infecciosa 
con C. difficile.  
El objetivo de esta tesis fue estudiar el efecto de GPBAR-1 en la gravedad de una colitis 
infecciosa como la ICD. Es por esto que se estudió en una primera instancia como afecta la ausencia 
del receptor en la gravedad de los síntomas. Luego se analizó la variación en la integridad de la 
barrera epitelial, el grado de permeabilidad intestinal y la inflamación por medio del reclutamiento 
de células mediadoras de la inflamación en el epitelio en ausencia de GPBAR-1 en la ICD. Por 
último, para estudiar su uso terapeútico se suplementaron ratones infectados con AO. No se obtuvo 
incremento de la gravedad de la ICD en ausencia de GPBAR-1. La ausencia del receptor no 
incrementó los síntomas, el daño del epitelio ni la inflamación en una ICD de 4 días. No obstante, 
los resultados sugieren que la suplementación con ácido oleanólico podría disminuir la inflamación 
causada por la ICD. Se hace necesario realizar nuevos ensayos de infección de mayor duración y 





Clostridium difficile is a gram-positive, anaerobic and endospore-forming bacillus, which in turn 
is the morphotype of persistence, transmission and infection. Infection caused by C. difficile (CDI) 
accounts for 30% of antibiotic-associated colitis in health care settings and has a global mortality 
rate of 5%. The damage is mainly caused by C. difficile toxins TcdA and TcdB that act on the 
proteins of the tight junctions of the colonic epithelium forming pores, which results in the 
breakdown of the epithelial barrier and the activation of the host immune response. The clinical 
manifestations can vary from mild symptoms such as watery diarrhea, to moderate and severe 
symptoms, presenting pseudomembranous colitis or toxic megacolon, respectively. Until now, the 
most widely used and effective therapy is the administration of vancomycin and metronidazole, 
however, there is still no therapy with total efficiency. Given the above, it is necessary to seek new 
therapeutic targets to mitigate the damage caused during the CDI. 
On the other hand, GPBAR-1 is a receptor that possesses anti-inflammatory action and modulates 
the integrity of the intestinal epithelial barrier in chemical colitis in murine model and, it has been 
described that the use of oleanolic acid (OA), agonist of the receptor, decreases levels of 
inflammation and clinical damage. Whit this, it is hypothesized that GPBAR-1 decreases the 
severity in an infectious colitis with C. difficile. 
The aim of this thesis was to study the effect of GPBAR-1 on the severity of an infectious colitis 
such as CDI. This is why it was studied in the first instance as it affects the absence of the receptor 
in the severity of the symptoms. The variation in the integrity of the epithelial barrier, the degree 
of intestinal permeability and the inflammation by means of the recruitment of cells mediating the 
inflammation in the epithelium in the absence of GPBAR-1 in the CDI were analyzed. Finally, to 
study their therapeutic use, infected mice were supplemented with OA. There was no increase in 
the severity of CDI in the absence of GPBAR-1. Absence of the receptor did not increase 
symptoms, epithelial damage, or inflammation in a 4-day ICD. However, the results suggest that 
supplementation with OA may decrease the inflammation caused by CDI. It is necessary to perform 
new infection tests of longer duration and larger sample size to conclude the potential of GPBAR-





6.1 Impacto y factores de riesgo de la infección por Clostridium difficile 
 
Relevancia de la infección por Clostridium difficile 
Clostridium difficile es un bacilo Gram positivo y anaerobio estricto que posee la capacidad 
de formar endoesporas (Kuehne et al., 2010) que permiten su transmisión, persistencia e infección. 
Estas se transmiten por vía fecal-oral y son capaces de persistir en el medio ambiente y en el 
hospedero por su resistencia frente a la exposición a rayos UV, a algunos agentes químicos y a 
temperaturas menores a 71 °C (Barra et al., 2014; Paredes et al., 2014), facilitando su diseminación 
en las superficies y posibilidando la infección a otro hospedero (Rupnik et al., 2009).  
C. difficile es además un patógeno entérico causante del 20 a 30% de las diarreas asociadas 
a antibióticos en centros asistenciales de salud. La incidencia de la infección por C. difficile (ICD) 
ha aumentado progresivamente en los últimos 10 años, alcanzando a nivel global un 2,1% de 
pacientes hospitalizados (Herrera et al., 2003; Zilberberg et al., 2008).  
Algunos países de Europa han alcanzado un tasa de incidencia mayor con un aumento de 
25,1% de pacientes hospitalizados entre los años 2008 y 2013 (Bauer et al., 2011; Davies et al., 
2014; Kuijper et al., 2006).   
Asímismo, la ICD puede presentarse como una infección recurrente que va desde un 20% 
de los pacientes luego del primer episodio, hasta un 40% y 60% después de la primera y segunda 
recurrencia, respectivamente (McFarland et al., 1994; McFarland et al., 2002). En los últimos años 
la gravedad y la mortalidad de la ICD han incrementado La tasa de mortalidad mundial oscila de 
1% a 5% en el primer episodio de infección (Karas et al., 2010; Zilberberg et al., 2008), aunque en 
algunos países la cifra es mayor. Estudios realizados en Canadá, Estados Unidos y Europa indican 
que la tasa de mortalidad ha aumentado 4,39 % en 12 años (Bloomfield et al., 2012). Además, entre 
1997 y 2003 la ICD fue la principal causa de muerte por infección de origen digestivo en Estados 




En Chile, la ICD representa el 7% de las infecciones asociadas a la atención en salud (IAAS) 
y se ha reportado que la tasa de mortalidad es de 6,1% (Ministerio de Salud, 2012). Según datos 
reportados por el Instituto de Salud Pública (ISP), hubo un aumento del 11,4% de muestras 
confirmadas de C. difficile entre los años 2012 y 2013, de las cuales 95,8% provenían de centros 
asistenciales de salud (Boletín ISP Chile, 2014). El aumento de las tasas de incidencia y de 
gravedad de la ICD se relaciona con los factores de riesgo asociados y con la aparición de nuevas 
cepas hipervirulentas (Merrigan et al., 2010).  
Factores de riesgo para contraer una ICD 
Las esporas de C. difficile se encuentran en el medio ambiente y son capaces de resistir 
condiciones de estrés por lo que logran diseminarse en el medio. Asimismo, éstas  se encuentran 
principalmente en los centros asistenciales de salud, por lo que pacientes que han tenido 
hospitalizaciones previas con estancias prolongadas tienen una mayor probabilidad de entrar en 
contacto con éstas y,  por ende, de contraer una ICD (Barra et al., 2014; Hernández et al., 2012). 
Así como existen factores externos al hospedero que lo hacen susceptible, encontramos 
también factores propios. Se ha observado que pacientes mayores de 65 años, con enfermedades 
gastrointestinales inflamatorias, co-morbilidades y/o inmunodepresión están más expuestos a 
contraer una ICD (Hernández et al., 2012; Taori et al., 2013). El uso de antibióticos es otro factor 
que confiere susceptibilidad, ya que éstos alteran la microbiota intestinal y el equilibrio de los 
ácidos biliares (AB). En consecuencia, las esporas que logran llegar al tracto colónico son capaces 
de germinar y de colonizar los nichos ecológicos disponibles.  
6.2 Patogenicidad de Clostridium difficile 
 
Patógenesis de la ICD 
En un colon sano, el colesterol es el precursor de los AB primarios ácido cólico (AC) y el 
ácido quenodeoxicólico (AQ), que actúan como germinante e inhibidor de la germinación de la 
espora de C. difficile respectivamente (Sorg J y Sonenshein, 2009). Cuando estos AB llegan al 
colon, el AC se encuentra en mayor proporción que el AQ, lo que facilita la germinación de las 
esporas que alcanzaron el colon. No obstante, la microbiota colónica metaboliza, por medio de 
hidroxilación, el AQ en ácido litocólico (AL) que no tiene efecto sobre el patógeno, y el AC en 
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ácido deoxicólico (AD) (Figura 1), que es tóxico para la célula vegetativa de C. difficile. Esto 
produce una disminución en la disponibilidad de germinante (AC) y una acumulación del inhibidor 
del crecimiento de C. difficile (AD) impidiendo la colonización del patógeno. Al contrario, cuando 
se produce la disbiosis de la microbiota colónica, hay una menor metabolización de los ácidos 
biliares primarios, lo que se traduce en una mayor disponibilidad de AC y en una disminución de 
AD, favoreciendo la germinación de la espora (Britton and Young, 2012; Rodwell et al., 2017).  
 
 
Figura 1. Síntesis de ácidos biliares primarios y secundarios. El colesterol actúa como precursor 
de los ácidos biliares primarios AC y AQ. Luego, se conjugan con taurina o glicina para facilitar 
su paso por el intestino. Los ácidos biliares secundarios se obtienen por medio de la desconjugación 
de los AB primarios conjugados (Rodwell et al., 2017). 
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Una vez que se forma la célula vegetativa en el colon, C. difficile aprovecha los nichos 
ecológicos disponibles y el ambiente anaerobio, coloniza la superficie intestinal colónica y 
prolifera (Hernández et al., 2012; Rupnik et al., 2009). Luego, produce sus dos principales factores 
de virulencia, la enterotoxina TcdA (toxina A) y la citotoxina TcdB (toxina B). Estas toxinas se 
encuentran codificadas en la isla de patogenicidad (PaLoc)(Figura 2) que poseen las cepas 
virulentas. Esta isla posee además los genes tcdR y tcdC que codifican un regulador transcripcional 
positivo y negativo de las toxinas respectivamente. Finalmente el gen tcdE que codifica proteínas 
que son estructuralmente similares a las holinas de los fagos (Rupnik et al., 2009) las cuáles, se 
encargan de lisar la membrana plasmática para liberar TcdA y TcdB al ambiente extracelular (Soo 
et al., 2001).  
 
 
Figura 2. Estructura de las toxinas TcdA y TcdB. A corresponde al dominio N-terminal con 
actividad glucosiltransferasa, B corresponde al dominio de unión al receptor de enterocitos, C al 
dominio con actividad cisteína protesa y D al dominio de translocación (Modificado de Shen, 
2012). 
 
Las toxinas TcdA y TcdB están constituidas de cuatro dominios como se observa en la 
Figura 2. El C-terminal es el dominio de unión al receptor de enterocitos. En humanos, el receptor 
de la toxina A es gp96 (Na et al., 2008) y de la toxina B es poliovirus tipo 3 (PVRL3) (LaFrance 
et al., 2015). El segundo dominio posee una actividad cisteína proteasa (CPD), el tercero es el 
dominio de translocación y el N-terminal tiene una actividad glucosiltransferasa (Glc). Una vez en 
el medio extracelular, las toxinas entran en contacto con el epitelio colónico y son endocitadas 
formando un endosoma que acidifica su pH y produce un cambio conformacional en las toxinas. 
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La región hidrofóbica interna del dominio de translocación queda expuesta y se inserta en la 
membrana del endosoma, formando un poro que transloca la Glc y la CPD. Posterior a esto, CPD 
activa el autoprocesamiento de la toxina y libera Glc al citosol, donde inactiva las GTPasas de las 
proteínas Rho mediante la unión irreversible de glucosa al sitio de unión de proteínas reguladoras 
y efectoras (Rodríguez-Pardo et al., 2013; Rupnik et al., 2009; Voth and Ballard, 2005). Las Rho-
GTPasas son proteínas encargadas de la mantención del citoesqueleto por medio de la regulación 
de la organización de los filamentos de actina. Las toxinas glicosilan estas proteínas 
desorganizando los filamentos de actina (Nusrat et al., 1995) y en consecuencia, produciendo el 
remodelamiento del citoesqueleto. En suma, los filamentos de actina están conectados a E-
cadherina y a Zonulina-1 que a su vez, conecta con Ocludina (Figura 3 y 4) (Rodríguez-Pardo et 
al., 2013; Schreider et al., 2002). Las Rho-GTPasas participan entonces en la modulación de las 
uniones estrechas y adherentes; y por ende, de la permeabilidad intestinal (Rupnik et al., 2009; 
Voth and Ballard, 2005). En respuesta al daño en la barrera epitelial, y en respuesta a la presencia 
de toxinas se activa la respuesta inmune; se liberan citoquinas pro-inflamatorias como el factor de 
necrosis tumoral (TNFα) (Pothoulakis and Lamont, 2001), interferón gamma (IFNɤ), interleuquina 
1 (IL-1) e interleuquina 6 (IL-6) por parte de monocitos. Esto induce la migración de neutrófilos a 
la zona afectada (Kelly et al., 1994), formando, junto a las células epiteliales dañadas y al mucus 
asociado, las pseudomembranas características de la ICD (Hodges and Gill, 2010). 
Síntomas clínicos y tratamientos de la ICD 
 Los síntomas de la ICD pueden variar desde diarreas acuosas en caso de ser una ICD leve, 
hasta colitis pseudomembranosa, en el caso de una moderada, y megacolon tóxico o shock séptico 
si se trata de una ICD grave (Keel and Songer, 2006). Es por esto, es que el tratamiento depende 
de la gravedad de la infección. En una ICD leve, se puede suspender el antibiótico responsable de 
la disbiosis y en caso de no ser efectivo, se puede administrar por vía oral metronidazol. En una 
ICD moderada, se puede tratar con vancomicina y/o metronidazol. Por último, en los casos más 
graves, donde el paciente tiene megacolon tóxico o perforación de colon, se recomienda realizar 
una colectomía a la brevedad para eliminar la infección de manera rápida y efectiva y así, evitar la 
muerte del paciente (Hernández et al., 2012). Hasta el momento no existe un tratamiento contra la 
ICD que sea totalmente efectivo, ya que los que existen actúan sobre la célula vegetativa o sobre 
las toxinas y ninguno elimina la espora, posibilitando la persistencia de C. difficile en el hospedero. 
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Se hace por lo tanto necesario conocer mejor los factores de gravedad de la bacteria y genéticos 
del hospedero, para el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos más efectivos. 
Factores asociados a gravedad de la ICD 
La severidad de la ICD varia entre hospederos, indicando que existen factores de la bacteria 
o del hospedero que los predisponen a contraer una ICD más grave. Entre los factores de virulencia 
asociados a C. difficile, encontramos que los polimorfismos o deleciones parciales de tcdC pueden 
causar una mayor producción de toxinas A y B, debido a que éste regula negativamente su 
transcripción. Además, se ha descrito que algunas cepas hipervirulentas de C. difficile, como VPI 
10463, tienen una mayor transcripción de tcdR y por ende, una mayor producción de las toxinas A 
y B. Otras cepas como NAP1/BI/027, producen una toxina adicional, la toxina binaria C. difficile 
transferasa (CDT), que está presente en algunos aislados clínicos y que ha mostrado producir una 
ICD más grave. La CDT consiste en dos componentes diferentes de la toxina: CDTa es una ADP-
ribosiltransferasa, y CDTb se une a las células del hospedero con el fin de traslocar CDTa al citosol 
para que ADP-ribosile la actina de forma irreversible, produciendo el re-ordenamiento del 
citoesqueleto de actina. En consecuencia, la permeabilidad intestinal es afectada y se activa el 
reclutamiento e infiltración de células mediadoras de la inflamación, causando un aumento en la 
gravedad de la infección. Otros factores de virulencia que se han descrito, son las proteínas de 
superficie de C. difficile, que podrían influir en la adherencia del patógeno a células epiteliales del 
hospedero facilitando la colonización (Barra et al., 2014; Merrigan et al., 2010; Meyer et al., 2014; 











Figura 3. Esquema representativo de los componentes estructurales de transmembrana 
básicos de las uniones estrechas. Zonulina (ZO) conecta Ocludina y Claudina con el citoesqueleto 
de actina (Modificado de Niessen, 2007). 
.  
Figura 4. Complejo de adherencia intercelular. Las uniones estrechas son la unión intercelular 
más cercana al dominio apical de los enterocitos seguida por las uniones adherentes (Modificado 
de Myal et al., 2010). 
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Entre los factores del hospedero que determinan una mayor gravedad de la ICD, se ha 
descrito que la edad, las co-morbilidades como cáncer, diabetes o enfermedades inflamatorias 
intestinales (EII), y el estado del sistema inmune del paciente predisponen a una mayor gravedad 
y a una tasa de mortalidad mayor de la infección (Welfare et al., 2011). Esto podría explicarse, en 
parte, por la importancia que tiene el sistema inmune en la protección del hospedero frente a la 
ICD. Se ha demostrado que existen mecanismos que compensan el daño producido durante la 
infección, como la liberación aumentada de IL-10 que tiene acción anti-inflamatoria, disminuyendo 
la inflamación y por ende, el daño en el colon de hospederos infectados (Kim, 2014). Al tener un 
sistema inmune defectuoso, el hospedero no logra compensar los daños causados por la ICD, lo 
que se traduce en una gravedad mayor de la infección. Existen también receptores del hospedero 
que ejercen un efecto protector frente a la ICD, disminuyendo la gravedad de los síntomas y del 
daño microscópico producido. Se ha descrito que el receptor nuclear activado por proliferadores 
de peroxisomas gamma (PPAR-ɤ) actúa como antagonista del factor nuclear potenciador de las 
cadenas ligeras kappa de la célula B (NF-κB), previniendo su translocación al núcleo y en 
consecuencia, disminuyendo la liberación de citoquinas pro-inflamatorias. Este receptor modula la 
respuesta inmune de la mucosa intestinal, protegiendo el intestino de enfermedades inflamatorias 
como la ICD en modelo murino (Viladomiu et al., 2012). 
 
6.3 Receptor de ácidos biliares acoplado a proteína G 
 
Mecanismo de acción del receptor de ácidos biliares acoplado a proteína G  
Los receptores que poseen acción inmunomoduladora a nivel del intestino podrían proteger 
al hospedero frente a la gravedad de la ICD. Se ha descrito que el receptor de ácidos biliares 
acoplado a proteína G (GPBAR-1) se expresa en células como monocitos y macrófagos, en tejidos 
como vesícula biliar, hígado e intestino (Keitel et al., 2009) y que regula la respuesta inmune del 
organismo. Para llevar a cabo su rol inmunomodulador, los ácidos biliares se unen a GPBAR-1 
activando la proteína G y, en consecuencia, la adenilato ciclasa, lo que produce un aumento 
intracelular de AMPc (Kawamata et al., 2003; Maruyama et al., 2002), que entre otras, funciones 
previene la traslocación de NF-κB al núcleo, reduciendo su actividad transcripcional y la expresión 
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de citoquinas pro-inflamatorias como TNFα, IFNɤ, IL-1 e IL-6 (Kawamata et al., 2003; Pols et al., 
2011).  
GPBAR-1 está asociado a enfermedades de la vesícula biliar e intestino 
Actualmente, existen estudios que relacionan la ausencia o la variante del gen GPBAR-1 
con patologías asociadas a la vesícula biliar y al intestino. En el epitelio biliar, GPBAR-1 y el 
regulador de conductancia de transmembrana en fibrosis quística (CFTR) regulan la secreción de 
bilis y la motilidad vesicular, indicando que existe una relación entre éstos. Además, se ha descrito 
que en ausencia de GPBAR-1 existe una prevalencia mayor de fibrosis quística y enfermedades 
colestásicas como la colangitis esclerosante primaria (CEP) sugiriendo que el receptor tendría un 
rol atenuador frente a estas patologías (Keitel et al., 2009).   
Se ha observado también que la variante en el gen podría causar patologías intestinales. En 
el año 2011, Camilleri y colaboradores reportaron que el polimorfismo de nucleótido único, 
rs11554825, en GPBAR-1 se relaciona con disminución de la motilidad del colon e inflamación del 
tracto intestinal. Además, la variante del gen se ha asociado a enfermedades inflamatorias del 
intestino como la colitis ulcerosa (CU), sugiriendo un rol inmunomodulador de GPBAR-1 (Broomé 
and Bergquist, 2006; Camilleri et al., 2014). 
GPBAR-1 participa en la mantención de la barrera epitelial intestinal 
  La arquitectura del epitelio intestinal sano es definida y organizada, las criptas siguen la 
misma dirección y se encuentran alineadas sobre la membrana basal, que se ubica a su vez, sobre 
la muscular de la mucosa (Sabatina, 2015). Esta organización mantiene la semipermeabilidad del 
epitelio intestinal, donde las uniones estrechas y adherentes juegan un rol fundamental ya que 
forman la unión entre células epiteliales formando una capa continua que restringe la permeabilidad 
de iones, moléculas y bacterias. En condiciones patológicas, las uniones estrechas pueden verse 
afectadas alterando la morfología del epitelio colónico y la permeabilidad intestinal (Cipriani et al., 
2011; Niessen, 2007). 
Para tener una mejor herramienta en el estudio de la ICD y la búsqueda de nuevos 
tratamientos en laboratorio; en el año 2008, Chen y colaboradores establecieron un modelo de 
infección murino que simula una ICD humana. Durante ésta, los ratones bajan de peso y presentan 
diarreas de intensidad variable según la dosis de infección como ocurre en humanos. Además, se 
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dañan las uniones estrechas, lo que permite la infiltración de polimorfonucleares en el tejido 
colónico y, por lo tanto, se produce la disrupción de la barrera epitelial y el aumento de la 
permeabilidad intestinal.  
Análisis histopatológicos muestran que ratones mutantes Gpbar-1-/- (KO) en modelo de 
colitis química presentan alteraciones en la arquitectura del epitelio colónico con criptas bifurcadas 
y una menor celularidad, comparado con los ratones silvestres (Gpbar-1+/+) (WT)  lo que indica 
que GPBAR-1 podría estar involucrado en la mantención de la arquitectura del epitelio intestinal 
(Cipriani et al., 2011). A partir de esto, en el año 2011, Cipriani y colaboradores estudiaron la 
expresión de las proteínas de las uniones estrechas Ocludina, Zonulina-1 y E-cadherina en modelo 
murino en ausencia del gen. Para esto indujeron una colitis química con dextran sulfato de sodio 
(DSS) en ratones C57BL/6 KO para Gpbar-1. Observaron una menor expresión de Ocludina y E-
cadherina, y una re-distribución discontinua de la proteína Zonulina-1 en ratones Gpbar-1-/-. Con 
estos resultados, dedujeron que GPBAR-1 está directamente involucrado en la mantención de las 
uniones estrechas en una colitis química. 
Además, en este estudio observaron que los ratones KO tratados con DSS presentaron un 
mayor puntaje de diarrea y una incrementada gravedad histológica (Figura 5A-B) asociado a una 
mayor permeabilidad intestinal comparado con ratones WT, la cuál se puede observar por el 
aumento en la concentración de Dextrano-FITC en el plasma (Figura 5C). De esta forma, la 
ausencia del receptor predispone a una colitis química más grave. 
Finalmente, para estudiar el efecto de la estimulación de GPBAR-1, se realizaron ensayos 
de colitis química con ácido trinitrobencenosulfónico (TNBS) en ratones suplementados por vía 
oro-gástrica (OG) con ácido oleanólico (AO). Este es un compuesto derivado del olivo Olea 
europaea que actúa como agonista de GPBAR-1 activando la proteína G, generando un efecto 
inmunomodulador y de mantención de la barrera epitelial (Carino et al., 2016; Kumar et al., 2012) 
similar al de los ácidos biliares. Los niveles de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6 y TNFα) 
disminuyeron en presencia de este agonista, sugiriendo nuevamente que GPBAR-1 posee un rol 





Figura 5. La deleción de Gpbar-1 predispone una colitis más severa en ratones C57BL/6. Se 
indujo colitis química en ratones GPBAR-1+/+ y GPBAR-1-/- y se estudió la participación de 
GPBAR-1 en la gravedad. (A) Puntaje de diarrea. (B) Daño macroscópico. (C) Dextrano-FITC. 
Para analizar dos grupos se utilizó Anova test Tukey y para más de dos grupos Mann Whitney con 
una probabilidad (*p <0.05 comparado con WT control y **p <0.05 comparado con WT tratado 
con DSS). 
 
En virtud de lo anterior, y teniendo en cuenta que el receptor GPBAR-1 se asocia a 
patologías inflamatorias intestinales, modula la respuesta inmune, y en su ausencia se observa el 
aumento del daño macroscópico y miscroscópico en colitis química, cabe preguntarnos si la 
ausencia del receptor GPBAR-1 incrementa la gravedad de la infección causada por C. difficile en 






La ausencia del receptor GPBAR-1 incrementa la gravedad de la infección causada por 
Clostridium difficile en un modelo murino. 
 
6.5  Objetivo general 
 
Evaluar si la ausencia del receptor GPBAR-1 aumenta la gravedad de la infección causada por 
C. difficile en un modelo murino. 
 
6.6 Objetivos específicos 
 
1. Evaluar si la ausencia del receptor GPBAR-1 aumenta la gravedad de los síntomas en la 
infección causada por C. difficile en un modelo murino con ratones Gpbar-1-/- y Gpbar-
1+/+. 
 
2. Determinar si la ausencia del receptor altera la arquitectura colónica e incrementa la 
permeabilidad intestinal en la infección causada por C. difficile en un modelo murino con 
ratones Gpbar-1-/- y Gpbar-1+/+. 
 
3. Determinar si la ausencia del receptor incrementa la inflamación en la infección causada 
por C. difficile en un modelo murino con ratones Gpbar-1-/- y Gpbar-1+/+. 
 
4. Analizar si la presencia de ácido oleanólico disminuye la gravedad de la infección causada 




7 Materiales y métodos 
 
7.1 Material biológico 
 
7.1.1 Ratones 
Todos los experimentos fueron aprobados por el comité de bioética de la Universidad Andrés 
Bello. Para llevar a cabo esta tesis se utilizaron ratones C57BL/6 WT (GPBAR-1+/+) y KO para 
GPBAR-1 (GPBAR-1-/-) de 8-12 semanas donados por el Dr. Marco Arrese (Departamento de 
Gastroenterología, Pontificia Universidad Católica de Chile). Posteriormente, se reprodujeron en 
nuestro bioterio (Universidad Andrés Bello), mantenidos separados en grupos de 3-4 según 
condición, con jaulas, viruta y agua miliQ autoclavadas. La mantención se realizó 1-2 veces por 
semana y los ratones fueron sometidos a ciclos de luz/oscuridad de 12 horas en una sala a 
temperatura ambiente 24 °C.  
7.1.2 Cepa bacteriana 
Para realizar la infección (como parte del objetivo 1 y 4) se utilizó la cepa Clostridium 
difficile VPI 10463 obtenida del laboratorio (Microbiota-Host interactions & Clostridia research 
group).  
 
7.2 Diseño experimental 
 
Objetivo 1: Evaluar si la ausencia del receptor GPBAR-1 aumenta la gravedad de los 
síntomas clínicos en la infección causada por C. difficile en un modelo murino con ratones 
Gpbar-1-/- y Gpbar-1+/+. 
 
7.2.1 Obtención de las esporas de C. difficile 
Se creció C. difficile VPI 10463, una cepa hipervirulenta que posee una mayor producción 
de toxinas, en una cámara de anaerobiosis Bactron III-2 . Se sembraron 100 μL en placas de agar 
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con 3,7% de Infusión de cerebro y corazón sumplementado con 0,5% de extracto de levadura 
(BHIS) (BD, USA) y 1 g/L de Cisteina (Merck, USA), taurocolato (0,1%) para la germinación de 
la espora y los antibióticos cefoxitina (16 µg/mL) (Sigma-Aldrich, USA) y cicloserina (250 µg/mL) 
(Sigma-Aldrich, USA) para la selección de C. difficile, por 48 h a 37 °C. Luego, se inoculó el 
cultivo en medio BHIS líquido y se dejó creciendo por 16 h (O/N) a 37 °C. Para obtener la 
suspensión de esporas, se sembró una alícuota del cultivo O/N en una dilución 1:500 en placas 
3%[p/v] triptona (BD, USA) con 0,5%[p/v]  de extracto de levadura (BD, USA) y se incubaron por 7 
días. Las esporas se cosecharon en condiciones aerobias con agua miliQ estéril y se centrifugaron 
por 6500 rpm x 10 minutos. A continuación se descartó parte del débris celular y de células 
vegetativas para lo cuál se lavaron 5 veces las esporas con 1 mL de agua miliQ estéril y se 
centrifugaron a 14.000 rpm por 5 minutos. Las esporas se sonicaron con 3 pulsos de 3 segundos, 
se pasaron por nicodenz 50%[p/v] (Sigma-Aldrich, USA) dos veces y se centrifugaron a 14.000 rpm 
por 40 minutos en cada oportunidad para separarlas del débris celular y de células vegetativas. Para 
completar la purificación se lavaron 3 veces las esporas como se mencionó anteriormente. Una vez 
obtenidas, se contaron en cámara de Neubauer y se almacenaron a -20 °C a una concentración de 
5x109 esporas/mL (Modificado de Paredes et al., 2011).  
7.2.2 Determinación de la eficiencia de germinación de las esporas VPI 10463 de C. difficile 
Para determinar la eficiencia de germinación de las esporas VPI 10493 obtenidas, se realizó 
un ensayo de germinación, en el cuál se diluyeron las esporas en agua miliQ estéril (1:40) y a partir 
de estas se realizaron 8 diluciones seriadas en agua miliQ estéril (1:10). Después, se sembraron en 
placas BHIS suplementadas con 0,1%[p/v]  de taurocolato, cefoxitina (16 µg/mL) y cicloserina (250 
µg/mL) y para promover su crecimiento se incubaron en una cámara de anaerobiosis Bactron III-2 
durante 48 horas a 37 °C. Finalmente, realizamos un recuento de unidades formadoras de colonias 
(UFC) para preparar la dosis que se utilizó para infectar los ratones del estudio (Moore et al., 2013). 
7.2.3 Genotipificación 
Para corroborar la condición de KO, se extrajo ADN de sangre de cola de ratón y se realizó 
un PCR para Gpbar-1.  Para esto, se cortó un trozo de cola de 5-10 mm y se dejó incubando O/N 
a 55 °C en baño termo regulado con 250 μL de buffer de lisis (Tris pH 8,5 100 mM (Omnipur, 
USA), EDTA 5mM (Winckler, CL), NaCl 200 mM (Merck, USA), SDS 1%[p/v]  y proteinasa K  
22 
 
0,5 mg/mL) (Sigma-Aldrich, USA). Posteriormente, se centrifugó, se traspasó el sobrenadante a 
otro tubo y se mezcló con isopropanol por inversión. Se centrifugó, se eliminó el sobrenadante y 
se lavó el pellet con etanol 70%[p/v]. Nuevamente, se centrifugó, se eliminó el sobrenadante y se 
dejó secando. Luego se resuspendió en agua libre de nucleasas con ARNasa y se midió la 
absorbancia 260/280 y 230/260. Cabe mencionar que todas las centrifugaciones fueron realizadas 
a 14.000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
Los oligonucleótidos fueron sintetizados en IDT® (Integrated DNA Technologies). Las 
Tablas 2 y 3  indican las secuencias de los oligonucleótidos utilizados en esta investigación. La 
Tabla 2 muestra los pares de oligonucleótidos utilizados para genotipificar los ratones KO Gpbar-
1 y la Tabla 3 muestra los pares de oligonucleótidos que amplifican la región codificante del gen 
Gpbar-1. La Tabla 1 y 4 indican las condiciones bajo las cuales se realizó esta genotipificación. El 
buffer y Taq utilizados son de Kapa Taq PCR kit. Los productos de PCR se corrieron en un gel de 
agarosa 1%[p/v]  por 35 minutos a 90 V. 
 
Tabla 1. Programa de PCR utilizado para genotipificación de Gpbar-1 







Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para la genotipificación de mutante Gpbar-1 





Tabla 3. Oligonucleotídos utilizados para la genotipificación de silvestre Gpbar-1 








Tabla 4. Reacción de PCR 
Reactivo Volúmen (μL) 
Partidor sentido (10 mM) 0,4 
Partidor anti-sentido (10 mM) 0,4 
Buffer (25 mM) 2 
dNTP (10 mM) 0,4 
Taq Polimerasa (5 U/ μL) 0,1 
Agua sin nucleasas 5,7 
Templado (40 ng/ μL) 1 
 
7.2.4 Modelo de infección con C. difficile VPI 10463 
Se realizaron tres ensayos de infección con C. difficile en ratones WT y en ratones KO que 
no poseen el gen y por ende, tampoco el receptor GPBAR-1. Para comenzar los ratones fueron 
tratados durante 3 días con un coctél de antibióticos (ATB) (kanamicina 60 mg/Kg, gentamicina 
5,25 mg/Kg, metronidazol 32,25 mg/Kg, vancomicina 40 mg/Kg y colistina 4,2 mg/Kg) (Sigma-
Aldrich, USA) administrado por vía OG para producir la disbiosis de la microbiota intestinal. Dos 
días después, se realizó una inyección intraperitoneal (IP) con el antibiótico clindamicina (30 
mg/Kg) (Sigma-Aldrich, USA) para asegurar la alteración de la microbiota intestinal, y al día 
siguiente se infectaron los ratones con C. difficile por vía OG. La dosis se preparó con 1,5 x 108 de 
UFC de esporas y 1,5 x 108 de células vegetativas de C. difficile VPI 10463 en sobrenadante de 
toxinas (Modificado de Chen et al., 2008).  
7.2.5 Estudio de la gravedad clínica en ausencia del receptor 
Durante los siguientes cuatro días se registró el peso y se observaron los síntomas como se 
muestra en la Figura 6. Éstos se evaluaron mediante la observación de las deposiciones (0: Sin 
daño, consistencia normal. 1: Ablandamiento y cambio de color, 2: Presencia de mucosidad, 3: 
Líquida) (Letari et al., 2010) y del porcentaje de pérdida de peso relativo al día de la infección. El 
día 4 se anestesiaron con Ketamina (Ilium, USA) y Xilacina (Centrovet, CL) (3:1) diluida en PBS 
1x (1:1), y se sacrificaron. Se realizó una cirugía para extraer la sangre por punción cardiaca, el 









Figura 6. Modelo de infección para producir la ICD en modelo murino. Los ratones GPBAR-
1+/+ y GPBAR-1-/- fueron tratados con antibióticos y luego fueron infectados con C. difficile por 
vía OG. Los 4 días posteriores se recolectaron las deposiciones para determinar el puntaje de 
diarrea y se tomó el peso para evaluar la pérdida de peso de los animales durante la ICD. 
 
Objetivo 2: Determinar si la ausencia del receptor altera la arquitectura colónica e 
incrementa el grado de permeabilidad intestinal en la infección causada por C. difficile en un 
modelo murino con ratones Gpbar-1-/- y Gpbar-1+/+ 
 
7.2.6 Evaluación del daño producido en las uniones estrechas y en la arquitectura colónica en 
ausencia del receptor  
Se estudió el daño producido en la permeabilidad intestinal en ratones Gpbar-1-/- y Gpbar-
1+/+ estudiando en un primer tiempo la integridad de las uniones estrechas y de la arquitectura 
colónica. 
Se analizó la presencia de las proteínas Zonulina-1, Ocludina y E-cadherina como el daño en 
la integridad del epitelio colónico por medio de inmunohistoquímica. Se utilizaron los anticuerpos 
primarios anti-zonulina-1, anti-ocludina y anti-E-cadherina (Abcam, USA) hechos en conejo y los 
secundarios anti-conejo biotinilados. La inmunohistoquímica se realizó con el kit HRP-DAB 
System Rabbit (Abcam, USA). 
Administración por vía 
OG de Coctél ATB 
Observación 
-6                                      -3                  -1            0       1                                           4    
Infección por vía OG con C.difficile 




Para comenzar se fijó el tejido en formalina 10%[v/v] durante 48 h, luego se lavó con PBS 1x 
y se procesó con el equipo ASP200 S (Leica, CL) con el fin de deshidratarlo e incluirlo en parafina. 
Posteriormente, se realizaron bloques de parafina con el tejido y se cortaron a 4 μm con la ayuda 
de un micrótomo. Los cortes obtenidos se colocaron sobre portaobjetos polarizados (Marienfield, 
USA). Se desparafinizaron sumergiéndolos tres veces en Histoclear (Fermelo biotec, CL) durante 
4 minutos, luego, se hidrataron sumergiéndolos dos veces en concentraciones descendentes de 
etanol absoluto (Merck, USA) (100%[v/v] , 80%[v/v]) durante 4 minutos, de etanol 70% durante 2 
minutos, de agua destilada y de PBS por 5 minutos. A continuación, los portaobjetos se colocaron 
en buffer de ácido clorhídrico (citrato de sodio 10 mM, ácido cítrico 0,1 M y agua destilada) hervido 
por 20 minutos y se enfriaron  en buffer ácido clorhídrico frío durante 10 minutos para 
desenmascarar el antígeno. La señal endógena de peroxidasa se bloqueó con Peroxidase blocking 
reagent (kit), se enjuagó y se lavó con PBS 1x por 10 minutos. A continuación, se bloquearon los 
epitopes con Serum blocking reagent G (kit) por 30 minutos y se secó el exceso. Se bloqueó la 
avidina con Avidin blocking reagent (kit) por 15 minutos y se enjuagó por 5 minutos en PBS 1x. 
Despúes, se bloqueó la biotina con Biotin blocking reagent (kit) por 15 minutos y se enjuagó por 5 
minutos en PBS 1x. Se incubaron los portaobjetos con los anticuerpos primarios anti-Zonulina, 
anti-Ocludina y anti-E-cadherina (Abcam, USA) por 2 horas a temperatura ambiente, se enjuagaron 
y se lavaron tres veces por 15 minutos en PBS 1x. El exceso se secó con cuidado y se incubaron 
con anti-Rabbit biotinilado (kit) por 30 minutos, se enjuagaron y se lavaron tres veces por 15 
minutos en PBS 1x. Luego, se agregó High sensitivity Streptavidin- horseradish peroxidase (HSS-
HRP), se lavó tres veces con PBS 1x por 2 minutos, y se reveló con el crómogeno 3-3' 
diaminobencidina (DAB) monitoreando la intensidad del marcaje.  
Finalmente, se tiñó el tejido con Hematoxilina por 5 minutos, se lavó con agua corriente por 
5 minutos y se deshidrató sumergiendo los portaobjetos en diluciones de concentraciones 
ascendentes de etanol (60%[v/v], 80%[v/v], 90%[v/v]  y 100%[v/v]). Se pasaron por Histoclear dos veces 
por 5 minutos, se montaron los portaobjetos con Histomount (Thermo, USA) y se observaron los 





7.2.7 Evaluación de la permeabilidad intestinal generada en ausencia del receptor  
En un segundo tiempo, se evaluó el grado de permeabilidad intestinal por medición de 
isotiocianato de fluoresceína-Dextrano (DX-4000-FITC) que logró atravesar el epitelio colónico. 
Para esto, los ratones C57BL/6 Gpbar-1+/+ y Gpbar-1-/- utilizados en el ensayo de infección 
descrito en el objetivo 1 se dejaron en ayuno por 6 h el día del sacrificio y luego por vía OG se les 
administró DX-4000-FITC (500 mg/ Kg de peso del ratón) (Sigma-Aldrich, USA). Se esperaron 
90 minutos, se recuperaron 120 µL de sangre por punción cardíaca y se centrifugó a 12 000 x g por 
3 minutos para recuperar el plasma. Posteriormente, el plasma se diluyó en una proporción 1:1 con 
PBS 1x estéril y se midió con un espectrofotómetro de fluorescencia la absorbancia de DX-4000-
FITC a una longitud de onda de excitación de 485 nm y de emisión de 535 nm. En paralelo, se 
realizó una curva de calibración utilizando diluciones de DX-4000-FITC en plasma y PBS 1x (1:3) 
para poder determinar la concentración de DX-4000-FITC plasmático (Cipriani et al., 2011). 
 
Objetivo 3: Determinar si la ausencia del receptor incrementa la inflamación en la infección 
causada por C. difficile en un modelo murino con ratones gpbar-1-/- y gpbar-1+/+ 
 
7.2.8 Análisis de la inflamación local en ausencia del receptor GPBAR-1 
Se estudió la inflamación local del tejido de los ratones Gpbar-1-/- y Gpbar-1+/+ con una 
tinción de Hematoxilina-Eosina (H&E) (Sigma-Aldrich, USA) y por medio de un qRT-PCR para 
analizar la expresión de las citoquinas pro-inflamatorias. Esta tinción permite estudiar la estructura 
del tejido y los grupos celulares presentes, ya que la Hematoxilina es un colorante básico que tiñe 
de color azul sustancias ácidas como el núcleo y la Eosina es un colorante ácido que tiñe de color 
rosado sustancias básicas como el citoplasma. Para realizar la tinción se fijó y embebió en parafina 
el tejido como se mencionó en el objetivo 2. Luego, se armaron los bloques de parafina con el 
tejido y se realizaron cortes de 5 μm con un micrótomo (Thermo, USA). Los cortes se colocaron 
sobre portaobjetos polarizados y se desparafinizaron sumergiéndolos tres veces en Histoclear por 
10 minutos, luego se hidrataron pasándolos por etanol 95%[v/v] durante 10 minutos tres veces, luego 
en etanol 70%[v/v]  por 2 minutos tres veces y por agua corriente por 5 minutos. A continuación, los 
portaobjetos se pasaron por agua destilada y se sumergieron en Hematoxilina (Sigma-Aldrich, 
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USA) por 5 minutos. Se lavó el exceso colocando los portaobjetos en agua corriente por 10 
minutos; posterior a eso, se sumergieron en Eosina (Sigma-aldrich, USA) por 4 s y se lavó el exceso 
con agua corriente. El tejido se deshidrató pasándolo por concentraciones ascendentes de etanol 
(60%[v/v], 80%[v/v], 90%[v/v]  por 3 segundos y,100%[v/v]  por 1 y 2 minutos). Después, se pasó dos 
veces por Histoclear durante 5 minutos, se secó y se montó con Histomount (Thermo, USA). Se 
observó el tejido teñido en un microscopio de campo claro a 40x y se analizó el daño con la ayuda 
de Federico Cifuentes, patólogo ciego a los resultados del experimento, de la Universidad de Chile. 
El daño en el epitelio colónico se midió por medio del siguiente score: de 0 a 4 en orden de gravedad 
(Tabla 5), establecido según literatura (Fischer et al., 2008; Santucci et al., 2005; Seekatz et al., 
2015; Theriot et al., 2015).  
Se buscó complementar los resultados histológicos obtenidos de la inflamación local con el 
estudio de los niveles de expresión de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1β, IFNγ y TNFα, 
conocidas por participar en el inicio de la activación del sistema inmune. En primer lugar,  se debió 
obtener el ARN de colon, para esto se sumergieron 50-100 mg de tejido en 1mL de TRIzol® 
(Thermo-Fisher, USA) y se disgregó utilizando un homogenizador. Se recuperó el sobrenadante y 
se centrifugó a 12 000g por 10 minutos a 4 °C. Posteriormente,  se trató con 0,2 mL de cloroformo 
para separar el material genético de las proteínas y del débris celular, se centrifugó a 12 000g por 
15 minutos a 4 °C y se recuperó la fase acuosa. Esto se mezcló con 0,5 mL de isopropanol y se 
dejó precipitando el ARN a -20 °C durante 2 horas, luego se mantuvo a temperatura ambiente por 
15 minutos y se centrifugó a 12 000g por 15 minutos. El pellet se lavó con 1 mL de etanol 75%[v/v]  
y se centrifugó a 12 000g por 10 minutos a 4 °C. El ARN obtenido se diluyó en agua libre de 
ARNasas (Thermo-Fisher, USA) y se cuantificó en un espectrofótometro a 260 nm (ND-1000, 
NanoDrop).  
Posteriormente, el ARN se utilizó para cuantificar la expresión de las siguientes citoquinas 
inflamatorias: TNFα, IFNɤ, IL-1β utilizando como control endógeno GAPDH (Applied 
Biosystems, USA) por medio de qRT-PCR (TaqMan® RNA-to-CT™ 1-Step Kit, Applied 
Biosystems, USA). La reacción de amplificación se preparó para cada sonda con 5 µL de TaqMan® 
RT-PCR Mix (AmpliTaq Gold® DNA polimerasa, ultra pura, dNTPs y buffer), 3,3 µL de agua 
libre de nucleasas, 0,5 μL de sonda Taqman Assay y 0,2 µL TaqMan® RT Enzyme Mix 
(transcriptasa reversa ArrayScript™ UP e inhibidor de ARNsa) y 1 µL de templado ARN a 200 
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ng/µL. La reacción se llevó a cabo en un termociclador StepOne™ Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems). 
 
Tabla 5. Puntaje histológico para la evaluación del daño macroscópico producido por 
inflamación. 













0 Infiltración neutrofílica multifocal mínima. 
1 Infiltración neutrofílica multifocal leve (gran partición de la sub-mucosa). 
2 
Infiltración neutrofílica multifocal moderada (gran partición de la sub-
mucosa con o sin implicación transmural). 
3 
Infiltración neutrofílica multifocal severa (gran partición de la sub-mucosa 
con o sin implicación transmural). 
4 
Infiltración neutrofílica multifocal severa (gran partición de la sub-mucosa 




























0 Sin cambios epiteliales. 
1 
Mínimo daño epitelial superficial multifocal (vacuolación, figuras 
apoptóticas o puntas de vellosidades atenuadas/necrosadas). 
2 
Daño epitelial superficial multifocal moderado (vacuolación, figuras 
apoptóticas o puntas de vellosidades atenuadas/necrosadas). 
3 
Daño epitelial superficial multifocal severo con o sin pseudomembranas 
(neutrófilos intraluminales o epitelio desprendido en una matriz fibrinosa). 
4 
Daño epitelial superficial multifocal severo con pseudomembranas o 
ulceración epitelial (pérdida focal completa del epitelio). 
 
 
El programa PCR utilizado consistió en la transcripción reversa de la muestra por 15 minutos 
a 48 °C, después la denaturación inicial por 10 minutos a 95 °C y 40 ciclos de amplificación por 
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15 segundos a 95 °C. Finalmente, la extensión se realizó por 1 minuto a 60 °C. Se analizó la 
expresión de las citoquinas con el método comparativo 2-ΔΔCT basado en los ciclos umbrales (CT) 
entregados por el equipo para llevar a cabo la cuantificación relativa de nuestros genes de interés 
en ratones infectados y KO con respecto a los ratones controles normalizados con la expresión del 
gen endógeno GAPDH.  
∆𝐶𝑇𝑚 = 𝐶𝑇𝑚𝑝 − 𝐶𝑇𝑚𝑒 
∆𝐶𝑇𝑐 = 𝐶𝑇𝑐𝑝 − 𝐶𝑇𝑐𝑒 
∆∆𝐶𝑇 =  ∆𝐶𝑇𝑚 − ∆𝐶𝑇𝑐 
2−∆∆𝐶𝑇 = 2−(∆𝐶𝑇𝑚−∆𝐶𝑇𝑐) 
m: muestras de paciente 
c: muestra de control 
p: gen de interés 
e: gen de control endógeno 
 
Objetivo 4: Analizar si la presencia de ácido oleanólico disminuye la gravedad de la infección 
causada por C. difficile en un modelo murino con ratones Gpbar-1+/+ 
 
Se analizó el efecto del agonista de GPBAR-1, ácido oleanólico (AO), en la gravedad de la 
ICD para estudiar más a fondo si este funcionaría como blanco terapéutico frente a la ICD. Para 
esto, se buscó evaluar el efecto del AO en los síntomas clínicos, el daño de la arquitectura epitelial 
colónica y la inflamación del colon en presencia de AO en ratones C57BL/6 WT infectados. 
7.2.9 Evaluación del efecto de ácido oleanólico en la gravedad clínica causada por la ICD 
Para determinar el efecto del AO (Sigma-Aldrich, USA) en la gravedad de la ICD se realizó 
un ensayo de infección como se describió en el objetivo 1 con ratones Gpbar1+/+. Se trabajó con 
un grupo control suplementado con AO (n=3), un grupo infectado suplementado con AO (n=6) y 
un grupo infectado sin suplementación (n=6). La suplementación de 10 mg/Kg de AO se realizó 
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por vía oro-gástrica durante los 11 días que duró el experimento (Cipriani et al., 2011) como se 
detalla en la Figura 7. La gravedad de los síntomas se determinó midiendo los niveles de diarrea 
y la pérdida de peso relativa durante los 4 días de observación. Éstos se evaluaron mediante la 
observación de las deposiciones (0: Sin daño, 1: Ablandamiento y cambio de color, 2: Presencia 
de mucosidad, 3: Líquida) y del porcentaje de pérdida de peso relativo al día de la infección. El día 
4 se anestesiaron con Ketamina (Ilium, USA) y Xilacina (Centrovet, CL) (3:1) diluida en PBS 1x 
(1:1), y se sacrificaron (Figura 7). Se realizó una cirugía para extraer la sangre por punción 







Figura 7. Modelo para inducir la ICD en modelo murino suplementado con AO. Los ratones 
C57BL/6 fueron tratados con antibióticos y luego fueron infectados con C. difficile por vía OG. 
Nuestro grupo control y uno de los grupos de infectados fueron suplementados con AO. En los 4 
días posteriores se recolectaron las deposiciones para determinar el puntaje de diarrea y se tomó el 
peso para evaluar la pérdida de peso de los animales durante la ICD. 
 
7.2.10 Evaluación del efecto de ácido oleanólico en inflamación por ICD 
 A continuación, se buscó estudiar más a fondo el efecto que tiene el AO en la colitis 
infecciosa. Para esto se analizó como afecta la presencia del AO en la inflamación del colon en una 
ICD. En primer lugar, se midió la expresión relativa de las citoquinas TNFα, IFNɤ, IL-1β por medio 
de qRT-PCR con el kit TaqMan® RNA-to-CT
TM 1-Step como se describió en el objetivo 3. En 
Observación 
-6                                       -3                 -1          0         1                                          4               
4    
Infección por vía OG con 
C.difficile 
Inyección IP Clindamicina  
Administración por vía OG de Ácido oleanólico  
Administración por vía 




segundo lugar, se analizó la inflamación histológica detectada por tinción H&E y puntuada de 
acuerdo al puntaje que aparece en el objetivo 3. 
7.2.11 Análisis estadístico  
Los datos fueron analizados en GraphPad Prism 6.0 (GraphPad software, USA) con una 
probabilidad asociada p< 0,05. La gravedad clínica y el puntaje de diarrea con respecto a los días 
se analizó Anova de 2 factores, seguido por el test Tukey. Los datos fueron expresados con error 
estándar de la muestra (SEM). Mientras que la permeabilidad intestinal y la inflamación fueron 
analizadas mediante Anova de 1 factor, utilizando el test Kruskal-Wallis y post-hoc Dunn’s. Los 





8.1 Evaluar si la ausencia del receptor GPBAR-1 aumenta la gravedad de los síntomas en 
la infección causada por C. difficile en un modelo murino con ratones Gpbar-1-/- y 
Gpbar-1+/+ 
 
8.1.1 Analisis del efecto de GPBAR-1 en la gravedad clínica producida por C. difficile 
Estudios anteriores han reportado que la ausencia del receptor GPBAR-1 en modelo de colitis 
química en modelo murino predispone a una mayor gravedad clínica (Cipriani et al., 2011). 
Asímismo, la presencia de C. difficile agrava la colitis en ratones WT (Chen et al., 2008). Para 
estudiar el rol de GPBAR-1 en la gravedad clínica de una colitis infecciosa se disrumpió la 
microbiota intestinal utilizando un coctél de antibióticos y posteriormente se infectó con esporas y 
células vegetativas de C. difficile 2 grupos de ratones (WT y KO; n= 8-10) y como control se 
utilizaron dos grupos de ratones (WT y KO; n=10) tratados solo con los antibióticos.  
 
 
Figura 8. Genotipificación de ratones Gpbar-1+/+ y Gpbar-1-/-. Se utilizó ADN de cola de ratón. 
Los oligonucleótidos AC amplifican un segmento de aproximadamente 940 pb que codifica para 
nuestro KO, mientras que los oligonucleótidos BC amplifican un segmento aproximado de 423 pb 
que codifica para WT. (A) Amplificación para Gpbar-1 de ratones KO. (B) Amplificación para 




Para confirmar la mutación de los ratones KO, se genotifipificaron mediante extracción de 
ADN de cola de ratón y posterior PCR del gen Gpbar-1. Se observó que el tamaño del amplicón 
para el alelo silvestre de Gpbar-1 tiene un tamaño de 423 kb, mientras que el amplicón generado 
por el par de oligonucleótidos que amplifica el alelo mutante de este gen presenta un tamaño de 
940 kb (Figura 8).  
Durante los 4 días de observación posterior a la infección con C. difficile, se evaluó la 
gravedad clínica. En primer lugar, se registró y analizó la pérdida de peso relativa (Figura 9A), el 
grupo KO y WT infectado no incrementaron el porcentaje de pérdida de peso en la ICD. No 
obstante, el grupo control KO presentó mayor porcentaje de pérdida peso con respecto al control 
WT (p= 0,0245 y p= 0,0153), infectado WT (p= 0,0016 y p=0,0549) e infectado KO (p= 0,0522 y 
p=0,0153) en los días 2 y 3, respectivamente.  
En segundo lugar se registró el puntaje de diarrea (Figura 9B), el grupo WT infectado 
presentó un incremento en los niveles de diarrea con respecto a control WT (p= 0,0011), control 
KO (0,0028) e infectado KO (p= 0,0028) en el día 2. Éste indicó también un incremento con 
respecto a control KO (p= 0,0582) en el día 3 y uno con respecto a control WT (p= 0,0028) y 
control KO (p= 0,0028) en el día 4 consecuencia de la ICD. A pesar que la ausencia de GPBAR-1 
en la ICD produjo el aumento de los valores del puntaje de diarrea en el día 3 (p= 0,1820) y 4 (p= 
0,4276) de infección con respecto a KO control, éste estuvo por debajo de los valores obtenidos 
por WT infectado. Se sugiere a partir de esto, que la ausencia de GPBAR-1 no agrava los síntomas 





Figura 9. Gravedad clínica en ausencia del receptor GPBAR-1 en ICD. Los ratones WT y KO 
fueron tratados con antibióticos y luego infectados con C. difficile. Posteriormente se registró  la 
gravedad clínica como se mencionó en metodología. Promedio (n = 10 por grupo)(SEM). (A) 
Porcentaje de pérdida de peso relativa. (Control KO: A, P< 0,05 versus Control WT; B, P< 0,005 
versus infectado WT; C, P< 0,1 versus Infectado KO). (B) Puntaje de diarrea. (Infectado WT: A, 
P< 0,005 versus Control WT; B, P< 0,005 día 2 y P< 0,1 día 3 versus Control KO; C, P< 0,005 








8.2 Determinar si la ausencia del receptor altera la arquitectura colónica e incrementa el 
grado de permeabilidad intestinal en la infección causada por C. difficile en un modelo 
murino con ratones Gpbar-1-/- y Gpbar-1+/+ 
 
8.2.1 Evaluación del daño producido en las uniones estrechas y en la arquitectura colónica en 
ausencia del receptor  
A continuación, se estudió el efecto de GPBAR-1 en la gravedad de la ICD en modelo 
murino. Para esto, se evaluó la integridad del epitelio colónico de ratones WT y KO mediante la 
detección de alteraciones de la morfología de las criptas y muerte celular. También se evaluaron 
los niveles cualitativos de las uniones estrechas Ocludina y Zonulina-1, así como de uniones 
adherentes como E-cadherina  por medio de inmunohistoquímica. 
Se ha descrito que Ocludina, Zonulina-1 y E-cadherina son algunas de las proteínas que 
conforman las uniones entre células del epitelio colónico, de forma que estas modulan directamente 
la permeabilidad intestinal. En esta Tesis se observó que la ausencia de GPBAR-1 produce la sobre 
expresión de Ocludina, Zonulina-1 y E-cadherina en células epiteliales colónicas independiente de 
la presencia de C. difficile (Figura 10C). La ausencia de GPBAR-1 tiene un efecto directo sobre 
las uniones estrechas y adherentes incrementando la intensidad de la coloración en grupo control e 
infectado. Además, los infectados WT presentaron valores similares a los KO, indicando que la 
ausencia de GPBAR-1 induce la sobre-expresión independiente de la ICD. En suma, la ausencia 
de GPBAR-1 genera una mayor disminución en los niveles celulares presentes en las criptas que 
WT infectado con respecto a WT control (Figura 10A-C). Estos resultados sugieren que la 
ausencia de GPBAR-1 produce la alteración de la arquitectura colónica, de las uniones estrechas y 







Figura 10. Daño morfológico y sobre-expresión de proteínas de las uniones estrechas en 
ausencia del receptor en ICD. Observación cualitativa de la celularidad y proteínas de las uniones 
estrechas y adherente Ocludina,  Zonulina, y E-Cadherina mediante inmunohistoquímica a partir 
de colon. La flecha roja indica la pérdida celular de las criptas y la flecha negra indica el marcaje 
de las proteínas. El tejido fue obtenido de ratones GPBAR-1+/+ y GPBAR-1-/- tratados con 
antibióticos controles e infectados con C. difficile. (A) Detección de E-Cadherina. (B) Detección 




8.2.2 Evaluación de la permeabilidad intestinal en ausencia del receptor  
En una segunda instancia, con el fin de relacionar la alteración de la arquitectura y de las 
uniones estrechas, descritas anteriormente, con la mantención de la barrera epitelial intestinal, se 
evaluó el grado de permeabilidad intestinal de los animales. Para esto, se trataron los individuos 
con dextran-4000-FITC, un fluoróforo unido a azúcar que tiene la capacidad de permear a través  
del epitelio colónico. Esto permitió tener a través del plasma una medición indirecta de la 
permeabilidad intestinal.  
A diferencia de lo que se observa en colitis química (Cipriani et al., 2011), no se obtuvieron 
variaciones en el grado de permeabilidad intestinal en ausencia de GPBAR-1 (P> 0,9999 en ambos 
grupos) ni en ICD (P> 0,9999) por lo que las alteraciones presentadas en los niveles de Ocludina, 
E-cadherina y Zonulina, así como en la arquitectura del epitelio, no fueron suficientes para afectar 
la permeabilidad intestinal in vivo (Figura 11).  
 
 
Figura 11. Evaluación de la variación de la permeabilidad intestinal en ausencia de GPBAR-
1 en la ICD. En el día 4 del ensayo de infección, se le administró a los ratones Dextran-4000-FITC 
y se recuperó el plasma para medir los niveles de permeabilidad intestinal entre los grupos. 
Promedio (n = 5 ratones por grupo) (SEM). Los datos se analizaron por medio de Anova de 1 





8.3 Determinar si la ausencia del receptor incrementa la inflamación en la infección 
causada por C. difficile en un modelo murino con ratones Gpbar-1-/- y Gpbar-1+/+ 
 
8.3.1 Análisis de la inflamación local en ausencia del receptor GPBAR-1 
En el año 2011, Cipriani y colaboradores determinaron que la ausencia de GPBAR-1 es un 
factor que predispone a una mayor inflamación en una colitis química. Es por esto que se analizó 
si la ausencia de GPBAR-1 incrementa la inflamación producida por la ICD. Para esto, se estudió 
en primer lugar la inflamación local por tinción H&E, la cuál se utilizó para observar ubicación y 
presencia de grupos celulares como polimorfonucleares.  
 
 
Figura 12. Daño macroscópico asociado a inflamación en ausencia de GPBAR-1 en la ICD.  
Se analizó el daño inflamatorio del colon de los individuos controles WT y KO así como el de 
infectados WT y KO mediante tinción Hematoxilina-Eosina. Se estudió la infiltración celular y el 
daño epitelial asociado, otorgando puntajes de 0 a 3 en orden de gravedad desde nulo hasta severo. 
Promedio (n = 4-6 ratones por grupo) (SEM). Los datos fueron analizados con Anova de 1 factor, 
seguido por el test Kruskal-Wallis con post-hoc Dunn’s. Los grupos no presentaron significancia.  
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No se obtuvo diferencia significativa entre Controles WT y KO (p= 0,6267), WT control e 
infectado (p= 0,1366), KO control e infectado (p> 0,9999), infectados WT y KO (p>0,6397), WT 
control y KO infectado (p> 0,9999). A pesar de no tener diferencia significativa, el grupo WT 
infectado presentó mayor número de infiltrado neutrofílico en la sub-mucosa del epitelio colónico 
y mayor daño de la mucosa por múltiples mitosis en células de las criptas que KO control e 
infectado. Los grupos KO presentaron valores similares, por lo que estos resultados indican que la 
ausencia del receptor no agrava el daño macroscópico en la ICD (Figura 12).  
En segundo lugar, se midió la expresión relativa de citoquinas pro-inflamatorias IL-1β, IFNγ 
y TNFα descritas por participar en el inicio de la respuesta inmune, con el fin de medir la 
inflamación a nivel local molecular. Para eso se extrajo ARN de colon de ratones WT y KO tratados 
con antibióticos controles e infectados con C. difficile y se realizaron qRT-PCR para medir los 
niveles de las citoquinas inflamatorias.  
La ICD no produjo el incremento de los niveles de las citoquinas. Estudios previos (Cipriani 
et al., 2011) indican que en modelo de colitis química, la suplementación con AO, el agonista de 
GPBAR-1, disminuye los niveles de citoquinas inflamatorias como TNFα. De acuerdo a esto, se 
esperaba que la ausencia de GPBAR-1 elevara los niveles de las citoquinas en la colitis infecciosa 
por C. difficile, sin embargo los niveles de citoquinas se mantuvieron bajos sin incremento entre 
controles (IL-1β p= 0,4728; IFNγ p= 0,2597; TNFα p= 0,4778), infectados (IL-1β p> 0,9999; IFNγ 
p> 0,9999; TNFα p> 0,9999), WT (IL-1β p> 0,9999; IFNγ p> 0,9999; TNFα p> 0,9999) y KO (IL-






Figura 13. Expresión relativa de citoquinas pro-inflamatorias en ratones GPBAR-1+/+ y 
GPBAR-1-/- tratados con antibióticos e infectados. Los qRT-PCR se realizaron con ARNm 
extraido de colon de ratones WT y KO tratados con antibióticos e infectados. (A) Expresión relativa 
de IL-1β. (B) Expresión relativa de IFNγ. (C) Expresión relativa de TNFα. Promedio (SEM)(n=5-
7 ratones por grupo). Los datos fueron analizados con Anova de 1 factor, seguido por el test 




8.4 Analizar si la presencia de ácido oleanólico disminuye la gravedad de la infección 
causada por C. difficile en un modelo murino con ratones Gpbar-1+/+ 
 
8.4.1 Análisis del efecto del Ácido oleanólico en la gravedad clínica producida por la ICD 
Se estudió el efecto de la suplementación con 10 mg/Kg de AO en la gravedad clínica 
producida durante la infección con C. difficile. El grupo de infectados sin AO obtuvo un mayor 
porcentaje de pérdida de peso (p= 0,0492) el día 2, y una tendencia a una mayor pérdida de peso 
(p= 0,0515) el día 3 con respecto al control suplementado. Mientras que, el infectado suplementado 
con AO obtuvo mayor porcentaje de pérdida de peso (p= 0,0347) únicamente en el día 3 con 
respecto al control suplementado (Figura 14A). Estos datos se relacionaron con el aumento del 
puntaje de diarrea en grupos infectados. La pérdida de peso obtenida el día 2 y 3 por infectados sin 
AO se relacionó con una tendencia a presentar mayor puntaje de diarrea con respecto a los otros 
grupos (p= 0,0535) el día 3. Así mismo, la pérdida de peso obtenida por infectado suplementado 
con AO el día 3 se relaciona con una tendencia a presentar mayores niveles de diarrea (p= 0,0535) 
con respecto a los otros grupos el día 4 (Figura 14B). De acuerdo a estos resultados el ácido 













Figura 14. Efecto del ácido oleanólico en la gravedad clínica en ratones infectados con C. 
difficile. Los ratones fueron tratados con antibióticos y luego infectados con C. difficile. En paralelo 
nuestro grupo control y uno de los grupos infectados fueron suplementados con ácido oleanólico 
con el fin de observar el efecto del agonista de GPBAR-1 en la gravedad clínica de la ICD. Se 
evaluaron los síntomas otorgándoles un puntaje de 0 a 3 en orden de gravedad. (A) Porcentaje de 
pérdida de peso relativa. (Infectado: A, P< 0,05 día 2 y P<0,1 día 3 versus control + AO; Infectado 
+ AO: B,  P< 0,005 versus control + AO). (B) Puntaje de diarrea. (Infectado: A, P< 0,1 versus 
control + AO e infectado + AO; Infectado + AO: B, P< 0,1 versus Control + AO e infectado). 
Promedio (n= 3-6 ratones por grupo)(SEM). Los datos fueron analizados con Anova de 2 factores, 




8.4.2 Análisis del efecto del Ácido oleanólico en la inflamación local producida por la ICD 
A continuación, se analizó la inflamación local mediante histología para lo cuál se realizó 
una tinción H&E. La suplementación con AO no determinó una reducción significativa de la 
inflamación en la ICD. Sin embargo, los valores de inflamación obtenidos por el grupo infectado 
suplementado resultaron ser menores que los del grupo infectado no suplementado (p= 0,4851), 
alcanzando valores cercanos a 0 y menores que el control (p= 0,7227)(Figura 15). El AO mostró 
la disminución de la infiltración neutrofilíca multifocal, disminuyendo el número de 
polimorfonucleares y amplitud de zona afectada. A pesar que estos resultados no son significativos, 
los datos sugieren la disminución del daño inflamatorio local en presencia de AO. 
 
 
Figura 15. Daño macroscópico asociado a inflamación en presencia de AO en la ICD.  Se 
analizó el daño inflamatorio del colon de individuos control suplementados con AO, infectados 
suplementados con AO e infectados sin suplementación mediante tinción Hematoxilina-Eosina. Se 
estudió la infiltración celular y el daño epitelial asociado, otorgando puntajes de 0 a 3 en orden de 
gravedad desde nulo hasta severo. Promedio (n= 3-6 ratones por grupo) (SEM). Los datos fueron 
analizados con Anova de 1 factor, seguido por el test Kruskal-Wallis con post-hoc Dunn’s. Los 




Figura 16. Expresión relativa de citoquinas pro-inflamatorias en ratones infectados con C. 
difficile y suplementados con AO. Los qRT-PCR fueron realizados con ARNm extraido de colon 
de ratones silvestres tratados con antibióticos e infectados, en algunos casos suplementados con 
ácido oleanólico. (A-C) Expresión relativa de IL-1β, IFNγ y TNFα. Promedio (SEM) (n=3-6 por 
grupo; P< 0.05). Los datos fueron analizados con Anova de 1 factor, seguido por el test Kruskal-
Wallis con post-hoc Dunn’s. Los resultados no fueron significativos. 
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Está descrito que en colitis química con TNBS, la administración de AO disminuye los 
niveles de citoquinas inflamatorias como TNFα e IL-6 (Cipriani et al., 2011). A partir de esto se 
estudió como la suplementación de AO incide en la variación de los niveles de citoquinas 
inflamatorias IL-1β, IFNγ y TNFα en una colitis infecciosa. Los grupos no presentaron aumento 
en las expresión de IL-1β, IFNγ y TNFα entre control e infectado suplementados con AO (p> 
0,9999; p= 0,8493; p> 0,9999), control suplementado e infectado (p= 0,6179; p> 0,9999) e 
infectados suplementado y no suplementado (p> 0,9999; p= 0,1155; p> 0,9999) respectivamente 
(Figura 16A-C). De acuerdo a estos resultados, no se obtuvieron variaciones en la expresión de 








Se ha descrito en modelo murino que Clostridium difficile produce inflamación y aumento de 
la permeabilidad intestinal, generando en consecuencia síntomas clínicos como pérdida de peso, 
presencia y tipo de diarrea (Sun et al., 2011).  
 Por su parte, el receptor de superficie de ácidos biliares TGR5 o bien GPBAR-1 está 
presente en forma ubicua en órganos y células del sistema inmune en mamíferos, y está descrito 
que en colitis química participa en la metabolización de los AB, en la modulación del sistema 
inmune y en la mantención de la permeabilidad intestinal (Cipriani et al., 2011; Keitel y 
Häussinger, 2012). Hasta el momento no ha sido descrito el rol de GPBAR-1 en colitis infecciosa, 
por lo que el objetivo de nuestro estudio fue evaluarlo en un modelo murino de ICD.  
Con respecto a la gravedad clínica de la ICD en ausencia de GPBAR-1, no se obtuvo un 
aumento de pérdida de peso en ratones infectados, sin embargo se obtuvo un incremento en la 
pérdida de peso en el grupo KO control. Se ha reportado que los ratones machos GPBAR-1-/- no 
tienden a perder peso y que al contrario, las hembras pierden el 16% de su peso (Maruyama et al., 
2002). En el grupo KO control hubo una mayor disponibilidad de hembras KO, lo que sugiere que 
la pérdida de peso es a causa del género y genotipo KO, independiente de la ICD. Por otra parte, 
estos resultados no se relacionaron con los niveles de diarrea. El grupo WT no presentó pérdida de 
peso pero sí diarrea durante 3 días posterior a la infección. Así mismo, el grupo KO infectado 
presentó un aumento no significativo de los valores de diarrea con respecto al grupo control KO, 
pero este fue inferior al puntaje obtenido por el grupo infectado WT. Los grupos infectados 
presentaron mayor puntaje clínico que grupos controles. Está descrito que la ausencia de GPBAR-
1 disminuye en un 25% la reabsorción de los ácidos biliares, por lo que estos pasan al tracto 
colónico, producen el aumento de los niveles de agua y sales generando en consecuencia diarrea 
(Camilleri, 2015; Maruyama et al., 2006). De acuerdo a esto se esperaba que la ausencia de 
GPBAR-1 incrementara los niveles de diarrea en la colitis infecciosa (Figura 9), pero la ausencia 
de GPBAR-1 no agrava los síntomas de la ICD. 
 De acuerdo a literatura (Chen et al., 2008; Sun et al., 2011) y, considerando que se utilizó 
una dosis mayor de infección, se esperaba tener una gravedad clínica moderada o severa en los 
grupos infectados; sin embargo, la infección fue de carácter leve produciendo un aumento de los 
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niveles de diarrea en WT y en menor medida en KO. Esto indica que no se logró la disrupción 
completa de la microbiota intestinal, debido a la resistencia de ésta frente a los antibióticos en 
ambos infectados (Figura 9). En ausencia de GPBAR-1 la gravedad clínica de la ICD fue más leve, 
reflejando una probable menor alteración de la microbiota intestinal que en presencia de GPBAR-
1. 
Hemos señalado que GPBAR-1 actúa en la homeostasis de los ácidos biliares, que a su vez 
modulan el metabolismo de carbohidratos y lípidos, los cuales actúan directamente en la 
abundancia de Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterobacterium y Bacteroides (Fiorucci and 
Distrutti, 2015). Estas especies de la microbiota intestinal se encargan de metabolizar y de regular 
la abundancia de los ácidos biliares principalmente primarios. Una desregulación en éstos podría 
favorecer la conversión de los AB primarios como ácido cólico, que actúa como germinante de C. 
difficile, en ácidos biliares secundarios como ácido deoxicólico, que inhibe el crecimiento de la 
célula vegetativa del patógeno por su efecto detergente sobre su membrana plasmática (Britton and 
Young, 2012; Sorg and Sonenshein, 2009). Si bien los antibióticos que administramos para inducir 
la disbiosis generan nichos ecólogicos disponibles para la proliferación de C. difficile, la alteración 
de la microbiota,que produce la ausencia de GPBAR-1, podría permitir el crecimiento de otras 
especies bacterianas sobre el epitelio colónico (Knoop et al., 2015) y disminuir así la proliferación 
de C. difficile produciendo una infección leve o ausente.  
 La ausencia de GPBAR-1 en modelo murino no incrementa la gravedad clínica en la ICD, 
lo cual podría deberse al carácter leve de la infección. Sería interesante estudiar adicionalmente, la 
composición de la microbiota con el fin de obtener una ICD de carácter aguda, como también los 
niveles de AC y AD para determinar si la ausencia de GPBAR-1 incide en la baja colonización de 
C. difficile en el tracto colónico.   
Luego, se estudió el efecto de la ausencia de GPBAR-1 en la gravedad del daño epitelial en 
la ICD. Contrario a lo esperado, el daño observado en la morfología del epitelio intestinal y el 
aumento de los niveles de las proteínas de las uniones intercelulares es consecuencia de la ausencia 
del receptor y no de C. difficile (Figura 10). La alteración observada en la barrera epitelial y 
uniones intercelulares fue similar entre ambos grupos KO, y menor en WT infectado. Está descrito 
que la ausencia de GPBAR-1 distorciona las criptas de la mucosa (Cipriani et al., 2011), lo que a 
su vez produce la desorganización de los filamentos de actina, generando el remodelamiento del 
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citoesqueleto y, en consecuencia, la disminución celular de las criptas (Rupnik et al., 2009; Voth 
and Ballard, 2005). De este modo, está descrito que la alteración de la integridad del epitelio 
intestinal produce el incremento en los niveles de Zonulina-1 y Ocludina (Cummins, 2012; Fasano, 
2012). Atendido lo anterior, y considerando que el daño obtenido por la ausencia de GPBAR-1 es 
mayor al daño obtenido en WT por la ICD, tenemos que la sobre-expresión de las uniones estrechas 
y adherentes en grupos KO es consecuencia de la remodelación que produce la ausencia de 
GPBAR-1 en el epitelio colónico. Dado que las toxinas A y B de C. difficile remodelan el 
citoesqueleto de actina afectando indirectamente los niveles y organización de las uniones estrechas 
(Nusrat et al., 1995; Rupnik et al., 2009; Voth and Ballard, 2005), se esperaba que la ausencia de 
GPBAR-1 incrementara el daño epitelial en la ICD, como se observó en WT infectado. Sin 
embargo, la disminución celular de las criptas del epitelio colónico y de los niveles de las proteínas 
de las uniones intercelulares en ausencia del receptor fue independiente de C. difficile y mayor que 
WT infectado (Figura 12).  
 Aunque la ausencia del receptor y la ICD en ratones WT generó cambios morfológicos, no 
observamos alteración en la permeabilidad intestinal (Figura 13). Está descrito que en ausencia 
de GPBAR-1 en ratones de mayor edad (>12 semanas) existe un aumento de la permeabilidad 
intestinal (Cipriani et al., 2011), y además que la remodelación de las uniones estrechas durante 
un tiempo de exposición crónico produce alteración en la permeabilidad intestinal (Capaldo and 
Nusrat, 2010). De acuerdo a esto, la ausencia de alteración de la permeabilidad intestinal podría 
deberse a la temprana edad de los animales (8-12 semanas) y a la corta duración del ensayo de 
infección. Para dilucidar el efecto de GPBAR-1 en la permeabilidad intestinal y en el daño epitelial 
producido en la ICD se podrían realizar ensayos de infección de mayor duración en grupos de 
animales de diferentes edades. 
 A continuación, se analizó el efecto de la ausencia del receptor en la inflamación en la ICD. 
La ausencia del receptor produjo una mayor infiltración neutrofílica multifocal y daño epitelial 
asociado a inflamación, independiente de la ICD. Estos resultados no se relacionaron con un 
aumento en los niveles de expresión de IL-1β, IFNγ y TNFα. Está descrito que en modelo de colitis 
química la ausencia de GPBAR-1 produce el aumento de citoquinas inflamatorias (Cipriani et al., 
2011) por medio de la traslocación de NF-Κb al núcleo (Kawamata et al., 2003; Maruyama et al., 
2002; Pols et al., 2011). Además, en el año 2013 el Dr. Solomon describió que el contacto de las 
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toxinas de C. difficile con la sub-mucosa induce la liberación de citoquinas inflamatorias como IL-
1β y TNFα por parte de células dañadas, monocitos y macrófagos (Solomon, 2013). De acuerdo a 
lo anterior, se esperaba que la ausencia del receptor en la colitis infecciosa incrementara los niveles 
de moléculas inflamatorias en la colitis infecciosa (Figura 13) pero la inflamación obtenida fue 
independiente de C. difficile.  
Si bien la ausencia del receptor no modificó los niveles de citoquinas, si produjo 
inflamación histológica. En ausencia de GPBAR-1 los neútrofilos alcanzaron la sub-mucosa, lo 
que refleja los primeros eventos de infiltrado luego de la extravasación hacia el epitelio colónico 
por señal de citoquinas pro-inflamatorias (Janeway et al., 2001). Está descrito que en enterocitos, 
TNFα produce el reclutamiento de neútrofilos posterior a las 24 h y 72 h de tratamiento (Fournier 
and Parkos, 2012). La inflamación histológica podría ser consecuencia del aumento previo de los 
niveles de IL-1β, TNFα e IFNγ que se produce en las primeras etapas de la inflamación, lo que 
activa el reclutamiento de neútrofilos a la zona afectada (Coccia et al., 2012; Nance et al., 2008; 
Nusrat et al., 1995). El daño observado en el epitelio y el grado de inflamación fueron similares 
entre grupos KO control e infectado y WT infectado, lo que sugiere que la inflamación obtenida es 
por causa de la ausencia del receptor y no de la ICD.  
Por otro lado, está descrito que IFNy produce la reorganización de los filamentos de actina 
dañando directamente los niveles de proteínas de las uniones estrechas (Capaldo and Nusrat, 2010) 
y que TNFα e IFNγ inhiben la proliferación de células epiteliales y promueven la apoptosis, lo que 
genera el daño de la mucosa, el desmontaje de las uniones estrechas y en consecuencia el aumento 
de la permeabilidad intestinal (Fournier and Parkos, 2012; Nava et al., 2010; Salvo-Romero et al., 
2015). Esto indica que el daño obtenido por los ratones KO en el epitelio colónico, en las uniones 
estrechas y adherente pudo ser ocasionado adicionalmente por la previa liberación de citoquinas 
pro-inflamatorias en la mucosa. La ausencia de GPBAR-1 no incrementa el daño epitelial y la 
inflamación en la ICD, lo que nuevamente podría ser consecuencia del carácter leve de la infección 
en nuestro modelo o bien a la corta duración del experimento. Para complementar estos estudios 
se podrían realizar nuevos ensayos de infección involucrando una mayor duración del experimento, 
con el fin de obtener recurrencia, estudiar la inflamación y daño epitelial crónico. Adicionalmente, 
sería interesante medir los niveles de citoquinas a nivel sistémico obteniendo sangre en los primeros 
días de infección y en el día del sacrificio. Con esto se podría obtener información del proceso de 
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inflamación durante la ICD en ratones WT y KO, entendiendo mejor la viabilidad de GPBAR-1 
como blanco terapéutico en la ICD.   
 Finalmente, se estudió el efecto de la suplementación con el agonista de GPBAR-1, AO en 
la colitis infecciosa. Para esto, se estudió la gravedad clínica e inflamación trás la suplementación 
con AO en la ICD. En el día 3 y 4 de la infección, el grupo infectado suplementado presentó una 
tendencia a mayor gravedad clínica y el grupo infectado sin suplementación obtuvo un aumento de 
la gravedad clínica con respecto al control (Figura 14) indicando que la gravedad clínica de ambos 
infectados se debe a la acción de las toxinas de C. difficile. Estos resultados sugieren que el AO no 
disminuye la gravedad clínica en la ICD.  
 El AO disminuyó la infiltración neutrofilíca multifocal, disminuyendo el número de 
polimorfonucleares y amplitud de zona afectada en la ICD (Figura 15). El daño macroscópico 
obtenido en la ICD indica la activación de la respuesta inmune y,  por ende,  el previo aumento de 
citoquinas inflamatorias (Coccia et al., 2012; Colgan et al., 1993; Fournier y Parkos, 2012; Nance 
et al., 2008). Esto podría explicar la ausencia de variación en los niveles de las citoquinas 
inflamatorias obtenidas en la Figura 16. A pesar de que los resultados del daño macroscópico no 
son significativos, los datos indican un comportamiento que podría eventualmente validarse 
aumentando el “n” de estudio.  
 
 






Los análisis realizados en este trabajo, utilizando ratones WT y KO para GPBAR-1, permiten 
concluir que la ausencia de GPBAR-1 no determina una mayor gravedad clínica en la ICD de 4 
días.  
Por otro lado, la ausencia de GPBAR-1 no produce el incremento del daño de la arquitectura 
ni de la permeabilidad intestinal en la ICD de 4 días.  
Además, la ausencia de GPBAR-1 no predispone a una mayor inflamación en la ICD de 4 
días.  
Finalmente, la presencia de AO no disminuyó la gravedad clínica ni la inflamación en la ICD 
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